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(54) Title: FROCESS FOR IHE BIOLOGICAL ELIMINATION OF NIIRAIES AND/OR NinUTES USING STRAINS OF KLEB- 

smiA oxrrocA 

(54)TrtDio: FRC)C:EDIMIENT0 PARA LA ELIMZNACION BIOLOGICA DE N1I1UVT0S 

OEBSIEUA oxrrocA 

(57) Abstrad 

Two new strains of Klebsiella oxytoca have been isolated, identified as K, ox^itoca doDe>I5 and clone AHI, wiuch axe capable of 
I using nitrates and/or nitrites as nitrogen sooice and, coaseqnently may be used fiar die biological elimioation of nitxalss and/or nitrites 
contained in industrial eflBuents, waters and grounds coatanunated by said substances, through a process whicfa oonoprises die inoculadon 
of culoucs of said strains into said effluents, waters and grounds oontanunatsd of cultures of said strains. The strain £ m^oca done-lS 
is capable of using, bodi in aerobic and anaerobic condidons, nitrates and/or nitrites present m a ooneentration up to 100 xnM, whereas 
I the strain K. oxytoca clone AHI b cqsable of nsii^, in aerobic conditioos, nitratBs present in a conceatntion up to 400 mM. Ihe process 
I applies to the eliminadon of nitrates and/or nitrites contained hs industrial efEhients, waters and grounds ^i^isch have been contaminated. 

' (57) Resumen 

Sc han aislado dos nucvas cq>as de Klebsiella oxytoca, idcntificadas oomo K oxytoca cI6n-lS y cl6n AHI, que son capaces de 
utilizar nitratos y/o nitrites como fiiente de nitr6geno, por lo que puedeo ser utilizadas para la eliminaddn biologica de nitratos y/o nitritos 
contcnidos en efhientes industriales, aguas y suelos contaminados por dicbos co!aq)uestos, mediante un piocedimientD que compxende la 
iD0cuUct6tt de dicbos efluentes, aguas y suelos contaminados coa ctdtivos de dicbas ccpQ&. La cepa K. oxytoca cI6n-15 es ci^az de utilizar, 
tanto CD condiciones aer6bicas como anaerdbicas, nitratos y/o nitritos piesentes en una concentiad6n de hasta 100 mM, mientras que la 
ccpsi K, oxytoca clon AHI es capaz de utilizar, en ccndiciones aerdbicas, nitratos presentes en una concentradon de hasta 400 mM. El 
prooedimiento tiene aplicacion en la eliminaddn de nitratos y/o nitritos contcnidos en efluentes industriales, aguas y suelos contaminados. 
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PROCEDIMIENTO PARA LA ELIMIHACION BIOLOGICA DE NITRATOS 
Y/O HITRITOS UTILIZANDO CEPAS DE yrjmfiTCT.T^A QXYTOCA 

CAMPO DE LA INVENCION 
5 La invenci6n se refiere a nuevas cepas de Klebsiella 

oxytoca adecuadas para su enpleo en un procediniento para 
la eliminacidn biol5gica de nitrates y/o nitritos. En 
particular, la invencidn proporciona un procedimiento para 
la elixainaci6n de nitratos y/o nitritos contenidos en 
10 efluentes industriales o urbanos y en suelos, nediante el 
enpleo de cepas de Klebsiella oxytoca capaces de utilizar - 
dichos conpuestos como fuente de nitrdgeno, evitando de 
esta manera la contaninacidn nedioanbiental producida por 
dichos compuestos. 

15 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La industria en general, y en particular, la 
industria de explosivos fabrica grandes cantidades de 
diversos conpuestos sustituldos con grupos nitro que se 
20 utilizan cono explosivos y propelentes. Los efluentes de 
lavado de plantas de nitracidn de diversos conpuestos 
contienen altas cantidades de nitratos y niveles 
detectables de nitritos, que si no se tratan de manera 
adecuada, constituyen una fuente de contaninaci6n 
25 nedioanbiental por lo que deben ser eliminados ya que los 
primeros, a concentraciones noderadas, son t6xicos y los 
segundos, agentes nutagSnicos, y, por tanto, agentes 
sospechosos de inducir c&noer. 

Los efluentes de fdbricas de explosivos, 
30 especialnente de agu^llas productoras de 2,4,6-^ 
trinitrotoluene (TNT), nitroetilenglicol y 
nitroglicerina, presentan bajos niveles de los 
nitroorg^nicos nencionados y altos niveles de nitratos, 
an^n de un pH dcido (valores entre 1 y 2). 
35 Los sistenas actuales de tratamiento de los efluentes 
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procedentes de plantas de fabricaci6n de explosives 
incluyen fundamentalmente la neutralizacidn de las aguas 
y la dilucion al infinito de los misioos con agua. Este 
tratanlento conlleva un problema de adicidn continuada de 
5 contaninantes a rios, aguas subterrdneas y suelos, por lo 
que no resulta adecuado. 

La inicrobiologla en general y la biotecnologia en 
particular, pueden ofrecer una altemativa biol<3gica a la 
eliminacidn de nitratos y nitritos mediante la utilizaci6n 
10 de los misnos como fuente de N por microorganisioos 
adecuados. Asl, en varios estudios se recoge la 
posibllidad de tratar bioldgicamente efluentes que 
contienen nitratos. Entre estos trabajos cabe destacar los 
siguientes: 

15 

Kaplan et al. ( International Biodeterioration^ 23: 
233-248^ 29B7) utilizaron microorganismos no 
definidos lo cual genera problemas de 
reproducibilidad de trataniento; 

20 - Hansen Christensen y Harremoes (Prog* Wat^ Tech. e: 
509-555, 1977) revisan el estado de la t^cnica en 
plantas de tratamientos con cargas bajas de nitrato; 
du Toit y Davies (f^ater Res. 7: 4B9'-500 , 1973) 
estudian la elininacidn dc nitratos en f lujo continuo 

25 con residues dom^sticos con baja carga de nitrato; 

Hochstein y Tonlinson (Annu. Rev. Microbiol • 42: 231- 
261) revisan el proceso de desnitrif icaci6n desde 
distintos puntos de vista; y 

Ye et al. [Applied Environmental Microbiology 59: 
30 250-254, 1993) oiuestran la versatilidad de enzinas 

implicados en los procesos de desnitrif icacidn. 

Seria conveniente, por tanto, disponer de 
laicroorganismos capaces de utilizar los nitratos y/o 
35 nitritos presentes en los efluentes de las plantas de 
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fabricacibn de explosives, como fuente de N, al objeto de 
efectuar una elixnlnacidn biol6gica de los misnos, 
superando los inconvenientes anteriormente citados y 
evitando de este modo los problemas nedioambientales 
5 asociados con el vertido incontrolado de dichos ef luentes 
o con su trataniento inadecuado. 

Por consiguiehte, un objeto de esta invenci6n lo 
constituye el aislamiento y caracterizacidn de 
nicroorganismos capaces de eliminar nitratos y/o nitrites. 
10 Tales nicroorganismos, pertenecientes a dos cepas de 
Klebsiel la oxytoca ^ constituyen un objeto adicional de 
esta invencidn. 

Otro objeto adicional de esta invencidn lo constituye 
un procedimiento para la eliminacidn bioldgica de nitratos 
15 y/o nitrites contenidos en ef luentes industriales , aguas 
residuales urbanas o suelos, mediante el empleo de los 
microorganismos proporcionados por esta invenci6n. 

DESaaPClON DETALLADA DE LA INVENCION 

20 La invencidn proporciona nuevas cepas de Klebsiella 

oxytoca capaces de utilizar nitratos y/o nitrites ceno 
fuente de nitr6geno, asl coxno un procediroiento para la 
eliminacidn bioldgica de nitratos y/o nitritos contenidos 
en ef luentes industriales, aguas residuales urbanas y 

25 suelos, mediante el empleo de las cepas de Klebsiella 
oxytoca proporcionadas por esta invencidn. 

A mode de resumen, la invencidn comprende, por una 
parte, el aislamiento y caracterizacidn de xnicroerganismos 
capaces de utilizar nitratos y/o nitrites como fuente de 

30 N, y por otra, el empleo de los microorganismos aislados 
para la eliminacidn de nitratos y/o nitritos presentes en 
ef luentes de plantas industriales, en aguas residuales 
urbanas y en suelos centaminados con dichos compuestos. 

35 1. AisJ-amieiPitQ v caracterizacidn dg microorg anismos 
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capaces de utllizar nltratos y/o nltritos. 
1.1 Aislamiento 

Para el aislamiento de microorganismos capaces de 
utllizar nitrato como fuente de N se procedi6 del 
5 siguiente modo. Una muestra de un suelo prdximo a una 
planta generadora de efluentes cargados con nitrates se 
suspendid en un medio de cultivo mlnimo del tipo M8 [el 
medio M8 es id6ntico al medio M9 except© en que se omite 
la fuente de nitrdgeno (NH4CI)]. La composicidn del medio 
10 H9 se describe en AbriJ et al.. Journal of Bacteriology, 
Vol. 171, No. 12, pags. 6782-6790, (1989). A dicha 
suspensidn se anadid un volumen del agua efluente de la 
fdbrica, rica en nitratos, y una cantidad adecuada de una 
fuente de C. Como fuente de C puede utilizarse un azUcar, 
15 preferentemente fructosa o glucosa, o un dcido orgdnico 
adecuado, preferentemente dcido acdtico o succinico, o 
alcoholes del tipo de la glicerina y el etilenglicol. 
Poster iormente se incuba la suspensidn resultante a 
temperaturas comprendidas entre IS^'C y 42*"C^ 
20 preferentemente entre 25'*C y 30*'C^ con agitacidn opcional, 
y, tras una semana de incubacidn, se siembran diluciones 
apropiadas en placas de medio sdlido selective tal como el 
constituldo por H8, agar noble, nitrato pot^sico (20-100 
mM) y una fuente de C. Tras un periodo de incubacidn 
25 comprendido entre 24 h y una semana las colonias aisladas 
se purifican y su capacidad para crecer a expensas de 
nitratos y/o nitrites se comprueba en medio llguido. En el 
Ejemplos 1 se describe el aislamiento de bacterias capaces 
de utilizar nitrato como fuente de N, en particular, de 
30 las dos cepas de Klebsiella oxvtoca de esta invencidn, 

1.2 Caracterizacidn de los microorganismos aislados 

Siguiendo andlisis tipo [Test API 20E^ de Biomerieux, 
Francia, n** de referencia del catdlogo 20.100] se ha 
35 podido verif icar que los microorganismos aislados capaces 
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de utilizar nitrates y/o nitrites como fuente de eran 
bacterias pertenecientes al genero Klebsiella , Dos de las 
cepas aisladas mas eficientes fueron las denominadas 
Kleb5ie;i;La oxytoca cl6n-15 y Klebsiella oxvtoca cl6n AHl, 
5 que han sido depositadas en la Colecci6n Ei^panola de 
Cultivos Tipo (CECT), Valencia, Espana, los dlas 15 de 
Jiinio de 1993 y 10 de Junio de 1994, correspondi6ndoles 
los niimeros de accesion CECT 4460 y CECT 4500, 
respecti vamente • 
10 Las bacterias aisladas presentan forma bacilar, y no 

presentan pigiientacidn cuando se cultivan en placas de 
medio mlnimo o medio rico en LB (Maniatis et al. Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, NY, 1982). Una de las cepas aisladas, 
15 concretanente, la denominada J^lep^j^U^ pxYtQCft cl6n-15, 
en medio minima tipo H8 puede utilizar fructosa, glucosa, 
acido ac^tico, dcido succinico y glicerol como fuente de 
C y amoniaco, nitrato y nitrite como fuente de N, en 
condiciones aerdbicas o anaerdbicas, mientras que la otra 
20 cepa aislada, la denominada Klebsiella oxytoca cl6n AHl, 
puede utilizar nitrato y nitrito como fuente de N y 
etilenglicol como fuente de C en condiciones aerdbicas. 

Las caracterlsticas taxonomicas comunes de las cepas 
Kl^bpAeHei oxvtoca cl6n-15 y Klebsiella oxvtoca cl6n AHl 
25 son las siguientes: 

1. Caracterlsticas morfoldaicas 
Forma: Bacilar 
Hovilidad: No mdvil 
30 Esporas: No forman 

Tincidn Gram: Negativa 



35 



2. 



Caracteristicas de cultivo 

Cultivo en medio Mac Conkey: Crecimiento 

Siembra en placas de agar nutritivo: Crecimiento 
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Siembra en tubo inclinado de agar nutritive: 
Creciniento 

3. Caracterlsticas fisioloaicas 
5 pH: 6.0-10.5 (para K, oxvtoca cl6n-15) 

6.0-8.0 (para K. oxvtoca cl6n AHl) 
Temperatura: 15«»C-42*C 
Comport ami ento f rente al O2: 

ambas son anaerobicas f acultativas, pero la cepa 
10 K, oxytoca cl6n AHl solo utiliza etilenglicol 

como fuente de C en aerobiosis 
B-galactosidasa: Positiva 
Arginina dehidrolasa: Negative 
Lisina descarboxilasa: Positiva 
15 Omitina descarboxilasa: Negativa 

Utilizacidn de citrato: Positiva 
Produccion de H^S: Negativa 
Ureasa: Positiva 
Triptdfano desaminasa: Negativa 
20 Produccion de indol : Positiva 

Gelatinasa: Negativa 
Fermentacion/oxidacidn de azucares: 
Glucosa: Positiva 
Manitol: Positiva 
25 Inositol: Positiva 

Sorbitol: Positiva 
Ramnosa: Positiva 
Sacarosa: Positiva 
Nelibiosa: Positiva 
30 Amigdalina: Positiva 

Arabinosa: Positiva 
Citocromo oxidasa: Negativa 
Produccidn de NO^: Positiva 
Reduccion a gas N^: Positiva 

35 



wo 95/01311 



7 



PCT/ES94/00069 



La cepa Klebsiella oxytoca cl6n-15 es capaz de crecer 
en presencia de altas y bajas cargas de nitratos y/o 
nitrites* Una caracteristica de esta cepa es el hecho de 
que es capaz de crecer en presencia de relativamente altas 
5 conce^-itraciones de nitratos (hasta 100 mH), lo que le da 
un car^cter muy particular y constituye una ventaja 
fundamental para su aplicacidn en la eliminacidn de 
nitratos y/o nitritos presentes en efluentes, aquas 
residuales y suelos. 

10 For otra parte, la cepa Klebsiella oxvtoca cldn AHl 

es capaz de crecer en presencia de altas cargas de 
nitratos, a concentraciones del orden de 225 nH en 
sistexnas estancos, por lo que es muy adecuada para la 
eliminacidn de nitratos y/o nitritos presentes en 

15 efluentes, aguas residuales y suelos. 

Dado que la via de asimilacidn del nitrato incluye, 
entre otras reacciones, la reduccidn del nitrato a nitrito 
y amonlaco, se estudid la posibilidad de que las cepas 
aisladas fueran capaces de asimilar nitritos, observdndose 

20 que dichas cepas son capaces de utilizar nitritos como 
fuente de N, en condlciones aerdbicas o anaerobicas 
[ Klebsiella oxytoca cl6n-15], tal como se describe en los 
Ejemplos 2 a 19, como en condiciones aerdbicas r Klebsiella 
oxytoca cldn AHl], como se describe en los Ejemplos 20 a 

25 22 • 

Una vez aisladas y purificadais las colonias de 
bacterids capaces de utilizar nitratos y/o nitritos como 
fuente de N, 6stas pueden utilizarse para eliminar dichos 
compuestos presentes en efluentes de plantas industriales, 
30 en aguas residuales urbanas y en suelos* 

2- Procedimiento de eliminacidn bioldaica de nitratos 
y/o nitritos, 

Una primera aplicacidn de las bacterias de esta 
35 invencidn, lo constituye su empleo en un procedimiento de 



wo 95/01311 



8 



FCT/ES94/00069 



eliininacidn bioldgica de nitratos y/o nitritos contenidos 
en un efluente industrial. Dicho procedimiento conprende 
b^sicaxnente las siguientes etapas: 



5 a) neutralizaci6n del efluente a tratar; 

b) supleinento de los nutrientes necesarios para el 
funcionainiento optimo del procedimiento; 

c) inoculacidn del efluente a tratar con cultivos 
de nicroorgemismos capaces de utilizar nitratos 

10 y/o nitritos hasta la desaparicion de los 

misnos; 

d) retirada de los nicroorganisnos que pueden ser 
reutilizados en un nuevo ciclo de tratamiento de 
efluentes, si se desea; y 

15 e) vertido de las aguas depuradas. 



Como puede apreciarse, el procedimiento coroienza con 
una etapa de neutralizacidn de los efluentes. Los 
efluentes susceptibles de ser depurados mediante este 

20 procedimiento pueden ser efluentes de cualguier proceso 
industrial en el que se utilicen o produzcan nitratos y/o 
nitritos, tales como efluentes procedentes de plantas de 
fabricacidn de explosives. Asimismo tambi^n pueden 
tratarse cualquier tipo de aguas contaminadas con nitratos 

25 y/o nitritos. 

£n general, las aguas de desecho procedentes de las 
plantas de fabricacidn de explosives son aguas dcidas que 
se pueden neutralizar anadiendo cualquier dlcali, 
preferentemente un hidrdxido, carbonate o bicarbonate de 

30 un metal alcalino o alcalinot^rreo, al objeto de que 
dichas aguas alcancen un pH comprendido entre 6.0 y 10.5 
tras la neutralizacidn. Este intervale de pH es adecuade 
cuando la cepa que se utilize es la denominada Klebsiella 
Qxytoca cl6n-15, mientras que si se utiliza la cepa 

35 Klebsiella oxytoca cldn AHl, resulta mAs cenveniente 
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neutralizar el efluente y mantener el pll del mismo en un 
intervalo comprendido entre 6.0 y 8.0, ya que ese es su 
intervalo de actuacion. 

Posteriormente, y tras analisis del efluente 
5 neutralizado, se anaden los nutrientes necesarios tales 
cono fosfato o cualquier otro nutriente o micronutriente 
que sea necesario para el Optimo funcionaniento del 
proceso. A modo de ejemplo, pueden anadirse cantidades 
adecuadas de la eolucidn de micronutrientes A9^ cuya 
10 composicion se describe en Abril et al. citado supra, 
junto con cantidades apropiadas de Fe, Mg, Co y Ho (del 
orden de micronolar) . Bn cualquier caso, la elecci6n y 
cantidad de nutrientes y micronutrientes a anadir serd 
funci6n de la coinposicidn del efluente a tratar y de la 
15 denanda microbiologica. Adicionalmente se anade una fuente 
de C de las mencionadas anteriormente , apropiada para la 
cepa qu© se va a utilizar en el procedimiento. 

A continuacion se inoculan los efluentes 
neutralizados y debidamente suplementados con un cultivo 
20 de las bacterids proporcionadas por esta invencidn 
(Klebsiella oxvtoca cl6n-15 o Klebsiella oxvtoca cl6n 
AHl ) • La carga bacteriana puede estar comprendida entre 
0.01 y 0.1 unidades de absorbancia a 660 nm por ml de 
cultivo, preferentemente, alrededor de 0.03 unidades de 
25 absorbancia a 660 nn por ml de cultivo. 

La incubacidn debe realizarse a una temperatura 
comprendida entre 20' y 30*C con un aporte de hasta 2 
litros de aire por litro de cultivo, si el procedimiento 
se realiza utilizando Klebsiella oxytoca cldn AHl, 
30 mientras que puede no aportarse aire o pueden aportarse 
hasta 2 litros de aire por litro de cultivo si en el 
procedimiento se utiliza Klebsiella oxvtoca clon-lS. El 
curso de la incubacidn se sigue midiendo periddicamente la 
cantidad de nltrato y nitrito presente en el efluente o 
35 agua a depurar, mediante un electrode especifico de 
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nitrato (por ejenplo, un electrode de nitrato del tipo 
Crlson) y nediante un ensayo gulnico extremadainente 
sensible para la deteccion de nitrito {Snell y Snell^ 
Colorimetrxc Methods of Analysis^ Vol. 3, pags. B04-B0S, 
5 Van Nostrand Co. Inc., New York, 1949) respecti vamente ^ 
dandose por finalizada esta etapa una vez dejan de 
detectarse nitratos y/o nitritos y fuente de C. 

Posteriormente se retiran las bacterias por 

floculacidn o por cualquier btro m^todo que penni1:a, si se 
10 desea, su reutilizacion en un nuevo proceso y se retiran 
las aguas depuradas que pueden ser libremente vertidas* 

Este procedimiento puede realizarse en continuo o en 
estanco, asl conio en balsas de grandes dinensiones o en 
f ermentadores • Cuando se realiza en continuo debe 
15 regularse adecuadanente el caudal y la composicidn del 
efluente de entrada y del de salida, asl como la 
concentraci6n de cultlvo bacteriano y el aporte de 
nutrientes y micronutrientes necesarios. 

Una segunda aplicacion de las bacterias de esta 
20 invencidn lo constituye su eiapleo en un procedimiento para 
la elininacidn biol6gica de nitratos y/o nitritos en 
suelos superficiales contaminados con dichos compuestos. 
Dicho procedimiento conprende las siguientes etapas: 

25 a) inyeccidn primaria de un cultivo de 

nicroorganisnos capaces de utilizar nitratos y/o 
nitritos; y 

b) inyecciones sucesivas de cultivos de Ids 
nicroorganismos antes citados hasta que el suelo 
30 quede libre de nitratos y/o nitritos. 

La inyeccion de microorganisnios se realiza para 
alcanzar altas densidades celulares en los suelos, del 
orden de 10'' bacterias por cm* de suelo, que faciliten la 
35 elininaci6n del contaminante . Si fuese necesario se 
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anadirla a los suelos fosf atos y una fuente de carbono que 
facilite su supervivencia • 

Finalraente, una tercera aplicacidn de las bacterias 
de esta invencion lo constituye su enpleo en la 
5 eliininacidn de nitratos y/o nitritos contenidos en aguas 
residuales siguiendo un procedimiento similar al descrito 
anteriomtente para la eliminacidn de nitratos y/o nitritos 
contenidos en efluentes industriales • 

Las ventajas derivadas de los procedimientos de 
10 elininacidn bioldgica de los nitratos y/o nitritos de esta 
invencidn, pueden resumirse en: 

1) presentan una alta especificidad en la 
eliininaci6n de nitratos y nitritos; 

2) funcionan en un aiaplio intervalo de 
15 concentraciones de nitrato, nitrito o sus 

mezclas, en particular, funciona a 
concentraciones de: 

0.01 a 100 mM de nitrato y de 0.01 a 50 mM 
de nitrito o sus mezclas, cuando el 
20 procedimiento se efectua utilizando 

bacterias de la cepa Klebsiella oxytoca 
cl6n-15, o de 
- 0.01a225 inNde nitrato en estanco y con 
suplemento de hasta 400 mH. de nitrato en 
25 continue, controlando la velocidad de 

suministro, cuando el procedimiento se 
efectda utilizando bacterias de la cepa 
K^e^^j,elJ.a oxytoca cldn AHl; y 
3) presentan una alta versatilidad, ya que pueden 
30 ser utilizados Jji situ para eliminar nitratos 

y/o nitritos contenidos en efluentes de plantas 
industriales, aguas residuales y suelos* 



A continuacion se describen unos ejemplos que siirven 
35 para ilustrar realizaciones particulares de la presente 
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invenci6n sin que deban ser tornados en sentldo ll]ni1:ativo 
del alcance de la rnisma* 

EJEMPLO 1 Aislainiento de las bacterxas f Klebsiella oxytoca 
5 cl6n-15 y Klebsiella oxytoca clon AHl] 

Una muestra de 10 g de un suelo de Paramo de Masa 
(Burgos) se suspendid en un nedio de cultivo ninimo del 
-tipo H8, en una relacidn 1:10 (p/v) • Posteriomente se 
aAadid KNO, al itiedio hasta alcanzar una concentracidn de 20 
10 niH o de 100 inH, y de la 5uspensi6n se tomaron 3 allcuolias 
id^nticas a las que se anadieron: 



MUESTRA GLICEROL ETILENGLICOL FRUCTOSA 

(g/1) (g/1) (g/1) 

15 I 5 

II 5 

III 5 

Las suspensiones I a III result antes se incubaron a 
20 una tenperatura comprendida entre 25'*C y 30**C, con 
agitacidn opcional, durante una semana. Poster! ozmiente se 
seiobraron diluciones apropiadas de dichas suspensiones en 
placas de medio sdlido selectivo constituido por medio M8, 
agar noble 1.5% (p/v) y 

25 

20 mM KNO3 + 5 g/1 de glicerol (muestra I) 
100 mH KHO, + 10 g/1 de glicerol (muestra I) 

20 mM KNO3 + 5 g/1 de etilenglicol (muestra II) 
100 mM KNO, + 5 g/1 de etilenglicol (muestra II) 
30 20 mM KNO, + 5 g/1 de fructosa (muestra III) 

100 mM KNO, + 5 g/1 de fructosa (muestra III) 



Tras incubar entre 24 horas y una semana, se 
purificaron las colonias aisladas y se comprob6 su 
35 fenotipo cultivandolas en los medics arriba indicados* 
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Siguiendo los analisis del Kit API 20E ( Biomerieux ) , las 
bacterias aisladas fueron clasificadas corao Klebsie; Li^ 
oxytoca . Las dos cepas mas eficientes fueron las 
denominadas Klebsiella oxvtoca cldn-15 y Klebsiella 
5 oxytoca clon AHl, que presentan las caracterlsticas 
mencionadas previamente en la descripcidn. Sendos cultivos 
de esas cepas, se depositaron los dlas 15 de Junio de 1993 
y 10 de Junio de 1994 en la CECT correspondiendoles los n« 
de accesidn CECT 4460 y CECT 4500 respectivamente . 

10 

EJEHPLO 2 Utilizaci6n de nitrate cono f uente de N en 
condiciones aerdbicas 
100 ml de medio minimo H8 se supleraentan con: 
250 111 de solucidn de micronutrientes A9; 
15 - 6 Mg de citrato de hierro; 

100 fil de solucidn de Mg SO4 IM; 
20 mM KNO3; y 
1 g de glicerol. 
El cultivo se inicia anadiendo una cantidad de 
20 bacteria (Klebsiella oxytona cl6n-15) tal que se alcanza 
una turbidez inicial a 660 nra de 0.03 unidades y se incuba 
a 30T con agitacidn (150 rpm en un incubador orbital) y 
aerobiosis. Tras 24 horas de incubacidn la turbidez del 
cultivo a 660 ran estd comprendida entre 1 y 2 unidades y 
25 la concentracidn de nitrate en el medio de cultivo es 
indetectable mediante andlisis selective con un electrode 
de nitrate de sobrenadante . Es Igualmente indetectable la 
concentracidn de f uente de C. 



30 EJEHPLO 3 Utilizacidn de nitrate come fuente de N en 
condiciones aerdbicas 
Se repitid el procedimienco descrito en el Ejemplo 2, 
pero utilizando nitrato potdsico en una concentracidn de 
100 mM. El nitrato desaparecid completamente en un plazo 
35 de 48 horas. 
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EJEMPLO 4 Utilizacion de nitrato como fuente de N en 
condiciones aerdbicas 
Se repiti6 el procedimiento descrito en el Ejexnplo 2, 
pero utilizando agua de una factorla de aanera que la 
5 concentracidn final en HNOg fuera de 25-30 mM. El nitrato 
desaparecio completamente en un plazo de 24 horas* 

EJEHPLO 5 Dtilizaci6n de nitrato como fuente de N en 
condiciones aerdbicas 
10 Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 2, 

pero utilizando agua de una f actoria de manera que la ' 
concentraci6n en HNO, fuera de 75-100 mM. El nitrato 
desaparecid completanente en un plazo de 48 

15 EJEHPLO 6 Utilizacidn de nitrato como fuente de N en 
condiciones aerdbicas, en continue 
Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 2, 
pero utilizando un sistema de adicidn en continue de 
nitrato. El fermentador contenla 110 ml de medio y la 

20 turbidez del cultivo era del orden de 3 unidades a 660 mm. 
Agua de una factorla diluida para suministrar de 25 a 30 
mM de HNO, se aAadla a un flujo de 1-20 ml/h. El volumen de 
aire era de 0.5 voliimenes/min. El nitrato en el medio que 
rebosaba era indetectable. 

25 

EJEMPLO 7 Utilizacidn de nitrato como fuente de N 

Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 4, 
pero se utilizaron 2 litres de medio de cultivo y la 
incubacidn se realizd en un fermentador* Las condiciones 
30 de operacidn fueron las siguientes; 
pH: 6.5-8.0 
Temperatura : 25*C-35*'C . 
Agitacidn: 400-800 rpm 
Aire: 0.5 volumenes/minuto. 
35 El nitrato desaparecid tras 24-30 h de cultivo. 
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EJEHPLO 8 Utilizacidn de nitrato como fuente de N en 
anaerobiosis 

Se repiti6 el procedimiento descrito en el Ejemplo 2, 
pero utilizando condiciones anaerbbicas. El nitrato 
5 desaparecid conpletanente en un plazo de 24 horas. 

EJEMPLO 9 Utilizacidn de nitrato cojdo fuente de N en 
condiciones anaerdbicas 
Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 8, 
10 pero utilizando nitrato potdsico a una concentracidn de 
100 inH. El nitrato desaparecid conpletanente en im plazo - 
de 48 boras. 

EJEHPLO 10 Utilizacidn de nitrato como fuente de N en 
15 condiciones anaerdbicas 

Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 8, 
pero utilizando agua de una factoria hasta alcanzar una 
concentracidn en HNO3 de 25-30 mM. El nitrato desaparecid 
completamente en un plazo de 24 horas. 

20 

EJEHPLO 11 Utilizacidn de nitrato como fuente de N en 

condiciones anaerdbicas 
Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 8, 
pero utilizando agua de una factoria hasta alcanzar una 
25 concentracidn en HNO, de 75-100 mM. El nitrato desaparecid 
completamente en un plazo.de 48 hbras. 

EJEHPLO 12 Utilizacidn de nitrato como fuente de N en 
condiciones anaerdbicas, en continue 

30 Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 6 

excepto que no se burbujeaba aire. El fermentador contenia 
110 ml de medio y la turbidez del cultivo era del orden de 
1 unidad a 660 mm. Agua dilulda de una factoria que 
contenia una concentracidn de 25 a 30 mM en HNO3 se anadia 

35 a un flu jo de 1-20 ml/h. El nitrato en el medio que 
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rebosaba era indetectable. 

EJEMPLO 13 Dtilizaci6n de nitxato como fuente de N 

Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 4, 
pero se utilizaron 2 litros de medio de cultivo y la 
incubacidn se realizd en un fermentador. Las condiciones 
de operaci6n fueron las siguientes: 
pH: 6.5-8.0 

Tenperatura: 25*C-35*'C. 
Agitacidn: 400-800 rpm 
Sin Aire. 

El nitrato desaparecid tras 24-30 horas de cultivo. 

EJEMPLO 14 Tratiamiento de un ef luente real 
15 Un ef luente procedente de una fSbrica de explosives 

presentaba las siguientes caracterlsticas: 
- Composicidn: 

Nitratos: 200 ng/inl 
Sulfates: 1000 mg/nl 
20 - pH: 2.0 

Un voluinen de 1 litro de dicho ef luente se neutralizd 
con NaOH hasta alcanzar un pH de 7.0. 100 ml de este 
efluente se llevaron hasta 1 litro con agua destilada y se 
anadieron los nutrientes y micronutrientes del medio MB, 
25 utilizdndose una fuente apropiada de C tal como las 
mencionadas en el Ejemplo 1. 

Posteriormente se inoculo un cultivo de las bacterids 
de la cepa Rle|3sj[,e3.3.a oxvtoca cl6n-15, con una turbidez 
inicial de 0.05 a 660 nm. Las condiciones de la incubacidn 
30 fueron las siguientes: 

- agitacidn: 600 rpm en un incubador orbital 

- teraperatura: 25*^0 

- tiempo: 24 h 

La evolucion de la incubacidn se siguid midiendo 
35 periddicamente el contenido de nitrato mediante un 
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electrodo selective^ coinprobdndose que al cabo de 24 horas 
habla desaparecido completamente el nitrato. 

EJEHPLO. 15 Utilizacion de nitrito como fuente de N en 
5 condiciones aer6bicas 

100 ml de medio mlnimo H8 est^ril se suplementan con: 
250 Ml de soluci6n de micronutrientes A9; 
6 /ig de citrato de hierro; 
100 /il de 60luci6n de Hg SO4 IH; 
10 - 2 mM NaNOa 

1 g de glicerol 
El cultivo se inicia anadiendo una cantidad de 
bacteria ( Klebsiella oxytoca cl6n-15) tal que se alcanza 
una turbidez inicial a 660 nm de 0.03 unidades y se incuba 
15 a 30*^0 con agitacion (150 rpm en un incubador orbital) y 
aerobiosis. Tras 24 h de incubacion la turbidez del 
cultivo a 660 nm est6 comprendida entre 0.5 y 1 unidad y 
la concentracidn de nitrito en el medio de cultivo es 
indetectable mediante an&lisis guimico de sobrenadantes • 
20 Es igualmente indetectable la concentracidn de fuente de 
Carbono. 

EJEHPLO 16 Dtilizacidn de nitrito como fuente de N en 
condiciones aerdbicas 
25 Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 

15, per o, utilizando una concetracidn de 10 mM de nitrito 
sddico. El nitrito desaparecid completamente en un plazo 
de 48 horas. 

30 EJEHPIX) 17 Utilizacion de nitrito como fuente de N en 

condiciones aerdbicas 
Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 
15, pero se utilizaron 2 litres de medio de cultivo y la 
incubacion se realize en un fermentador. Las condiciones 
35 de operacidn fueron las siguientes: 
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pH: 6.5-8.0 

Temperatura: 25*'C-35**C. 
Agitacion: 400-800 rpm 
Aire: 0.5 voliamenes/ininuto. 
5 El nitrito desaparecio tras 24-30 horas de cultivo. 

EJEHPIX) 18 Utilizacidn de nitrito como fuente de N en 
anaerobiosis 

Se repiti6 el procediiaiento descrito en el Ejemplo 
10 15, pero utilizando condiciones anaerdbicas. £1 nitrito 
desapareci6 completanente en un plazo de 24 horas. 

EJEMPLO 19 Dtilizacidn de nitrito como fuente de N en 
15 condiciones anaerdbicas 

Se repitid el procedisiiento descrito en el Ejemplo 
18, pero utilizando una concentracion de 10 mM en nitrito 
sddico. El nitrito desaparecid completanente en un plazo 
de 48 horas. 

20 

EJEMPLO 20 Utilizacion de nitrato como fuente de M en 
condiciones aerdbicas 
100 ml de medio minimo H8 se suplementan con: 
- 250 /xl de solucidn de micronutrientes A9; 
25 - 6 /xg de citrato de hierro; 

100 111 de solucidn de Hg SO4 IM; 
20 mM KNO,; y 
1.0 g de etilenglicol • 
El cultivo se inicia anadiendo una cantidad de 
30 bacteria f Klebsiella oxytoca cl5n AHl) tal que se alcanza 
una turbidez inicial a 660 nm de 0.03 unidades y se incuba 
a 30^*0 con agitacion (150 rpm en un incubador orbital) y 
aeroblosis. Tras 48 horas de incubacidn la turbidez del 
cultivo a 660 nm esta comprendida entre 5 y 15 unidades y 
35 la concentracidn de nitrato en el medio de cultivo es 
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indetectable inediante analisis selective con un electrodo 
de nltrato de sobrenadante • Es igualmente indetectable la 
concentracion de fuente de C. 

5 EJEHPLO 21 Utilizaci6n de nltrato cono fuente de N en 

condiciones aerdbicas 
Se repitid el procediiniento descrito en el Ejenplo 
20, pero utilizando nitrato potdsico en una concentraci6n 
de 225 nH. El nitrato desapareci6 completeunente en un 
10 plazo de 48 horas. 

EJEHPLO 22 Utilizacidn de nitrato cobio fuente de N en 
condiciones aer6bicas, en continue 
Se repitid el procediiniento descrito en el Ejenplo 

15 20, pero utilizando un sistena de adicidn en continue de 
nitrato. El fermentador contenla 110 ml de medio y la 
turbidez del cultivo era del orden de 3 unidades a 660 mm* 
Agua sin diluir de una factoria suministraba de 200 a 400 
mM de HNO3 y se anadla a un flu jo de 1-5 ml/h. El volumen 

20 de aire era de 0.5 volumenes/min . El nitrato en el medio 
que rebosaba era indetectable. 

Descrito el objetivo de la presente invenci6n se declara 
25 que lo qiXB constituye la esencialidad de la nisma es lo 
que se declara en las siguienteis: 
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REIVINDICACIONES 

1. Klebsiella oxytoca cl6n-15, depositada en la CECT con 
el no de accesion CECT 4460, capaz de utilizar 
5 nitratos y/o nitrites como fuente de nitrogeno bajo 

condiciones aerdbicas o anaerdbicas. 



2. Klebsiella oxytoca clon AHl, depositada en la CECT 
con el n" de accesidn CECT 4500^ capaz de utilizar 

10 nitratos y/o nitritos como fuente de nitrdgeno y 

etllenglicol como fuente de carbono bajo condiciones 
aerdbicas • 

3. Procedimiento para la eliminacidn bioldgica de 
15 nitratos y/o nitritos contenidos en efluentes 

industriales o en aguas contaminadas con dichos 
compuestos, caracterizado porque comprende las etapas 
de: 

a) neutralizar el efluente o el agua contaminada a 
20 tratar; 

b) anadir los nutrientes necesarios para el 
funcionamiento dptimo del procedimiento; 

c) inocular el efluente o el agua contaminada a 
tratar con un cultivo de alguno de los 

25 microorganismos citados en las reivindicaciones 

16 2 hasta la desaparicidn de los nitratos y/o 
nitritos contenidos en dichos efluente o agua 
contaminada; y 

d) retirar dichos microorganismos y verter los 
30 efluentes y las aguas depuradas» 

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, 
caracterizado porque el efluente a tratar es un 
efluente procedente de una fdbrica productora de 
35 explosives o de una fdbrica que utilice o produzca 
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nitratos y/o nitritos. 

5. Procedimiento segiin la reivindicaci6n 3, 
caracterizado porgue el efluente o el agua a tratar 
5 se neutraliza por adicidn de un alcali hasta alcanzar 

un pH comprendido entre 6,0 y 10.5, cuando se 
utilizan bacterias de la cepa J^l^^^j^H^ p^ytop^ 
cl6n-15. 

10 6. Procedimiento segiin la reivindicaci6n 3, 
caracterizado porgue el efluente o el agua a tratar 
se neutraliza por adici6n de un dlcali hasta alcanzar 
un pH comprendido entre 6.0 y 8.0, cuando se utilizan 
bacterias de la cepa Klebsiella oxvtoca cl6n AHl. 

15 

7. Procedimiento segOn la reivindicacidn 3, 
caracterizado porgue los microoirganismos retirados, 
pueden ser reutilizados en un nuevo ciclo de 
tratamiento de efluentes o de aguas contaminadas • 

20 

8. Procedimiento para la eliminaci6n biol6gica de 
nitratos y/o nitritos contenidos en suelos 
superf iciales contaminados con dichos. compuestos, 
caracterizado porgue conprende las etapas de: 

25 a) efectuar una inyeccidn primaria con un cultivo 

de los microorganismos de las reivindicaciones 
1 6 2 en el suelo a tratar; y 
b) efectuar inyecciones sucesivas de dichos 
microorganismos hasta gue el suelo guede libre 

30 de nitratos y/o nitritos. 

9. Procedimiento segdn la reivindicacidn 8, 
caracterizado porgue el suelo a tratar se inyecta con . 
dichos microorganismos hasta alcanzar una densidad 

35 del orden de lo^ microorganismos por cm* de suelo. 
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PROCEDURE FOR THE BIOLOGICAL ELIMINATION OF NITRATES AND 
NITRITES USING STRAINS OF KLEBSIELLA OXYTOCA 

SCOPE OF THE INVENTION 

The invention refers to new strains of Klebsiella oxvtoca adapted for use in a 
process for the biological elimination of nitrates and/or nitrites. In particular the 
invention provides a process for the elimination of nitrates and/or nitrites contained in 
industrial or municipal effluents and soils through the use of strains of Klebsiella oxvtoca 
capable of using these compounds as nitrogen sources, in this way preventmg the 
environmental contamination caused by these compounds. 

PRIOIR ART 

Industry in general and the explosives industry in particular manufacture large 
quantities of various compounds into which nitro groups have been substituted for use as 
explosives and propellan'ts. Rinse water from plants where nitration of various 
compounds takes place contain elevated quantities of nitrates and detectable levels of 
nitrites which, if not treated appropriately, constitute a source of environmental 
contamination, and for this reason should be eliminated since the former are toxic in 
moderate concentrations and the latter are mutagenic agents, and therefore agents 
suspected of causing cancer. 

Wastewater from explosives factories, especially those that produce 2,4,6- 
trinitrotoluene (TNT), nitroethylene glycol and nitroglycerine, have low levels of the 
nitro-organics mentioned and high levels of nitrates in addition to an acidic pH (values 
between 1 and 2). 

Current treatment systems for effluents from plants where explosives are 
manufactured primarily include neutralization of the water and the infinite dilution of the 
effluent with water. This treatment leads to a problem of continuous addition of 
contaminants to rivers, groundwater and soils and for this reason is inappropriate. 

Microbiology in general and biotechnology in particular may offer a biological 
alternative to the elimination of nitrates and nitrites by their use as a soxirce of N for 
appropriate microorganisms. Thus many studies were reviewed for the possibility of 
biological treatment of effluents that contain nitrates. Among these studies, the following 
should be mentioned: 

• Kaplan et al. (hitemational Biodeterioration. 23:233 - 248, 1987) used indefinite 
microorganisms and for this reason generated problems with reproducing the 
treatment. 

• Henson Christensen and Harremoes (Prog. Wat. Tech. 8: 509 - 555, 1977) review the 
status of the technique in treatment plants with low concentrations of nitrate; 

• du Toit and Davies (Water Res. 7: 489 - 500, 1973) study the elimination of nitrates 
in continuous flow with domestic waste with low concentration of nitrate; 
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• Hochstein and Tomlinson (Annu. Rev. Microbiol. 42: 231 - 261) review the process 
of denitrification from various points of view; and 

• Ye et al. (Applied Environmental Microbiology 59: 250 - 254, 1993) show the 
versatility of enzymes involved in denitrification processes. 

Therefore it would be convenient to use microorganisms capable of using nitrates 
and/or nitrites present in effluents from explosives manufacturing plants as a source of N 
for the goal of biological elimination of these constituents to overcome the problems 
cited previously and to prevent the environmental problems associated with the 
uncontrolled disposal or inadequate treatment of these effluents. 

Consequently, one goal of this invention consists of the isolation and characterization 
of microorganisms capable of ehminating nitrates and/or nitrites. Such organisms that 
belong to two strains of Klebsiella oxvtoca constitute an additional purpose of this 
invention. 

Another additional purpose of this invention is a process for the biological 
elimination of nitrates and/or nitrites contained in industrial effluents, municipal 
wastewater or soils through the use of the microorganisms provided by this invention. 

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION 

The invention provides new strains of Klebsiella oxvtoca capable of using nitrates 
and/or nitrites as a nitrogen source as well as a process for the biological elimination of 
nitrates and/or nitrites contained in industrial effluents, municipal wastewater and soils 
through the use of strains of Klebsiella oxvtoca provided by this invention. 

As a summary, the invention contains, on the one hand, the isolation and 
characterization of microorganisms capable of using nitrates and/or nitrites as a N source, 
and, on the other hand, the use of the isolated microorganisms for the elimination of 
nitrates and/or nitrites present in effluents from industrial plants, in municipal wastewater 
and soils contaminated by these compoimds. 

1. Isolation and characterization of microorganisms capable of using nitrates and nitrites. 
1.1 Isolation 

For the isolation of microorganisms capable of using nitrate as a source of N, the 
following process was used. A sample of a soil collected near a plant that generates 
effluents that contain nitrates was suspended in a minimal culture media of the M8 type 
[medium M8 is identical to medium M9 except that the nitrogen (NH4CI) source is 
omitted.] The composition of medium M9 is described in Abril et al.. Journal of 
Bacteriology, Vol. 171, No. 12, pages 6782 - 6790, (1989). A volume of nitrate-rich 
effluent water from the factory and an appropriate amount of a C source are added to this 
suspension. C sources that can be used are sugar, preferably fructose or glucose or an 
appropriate organic acid, preferably acetic or succinic acid or alcohols such as glycerine 
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and ethylene glycol. Then the resulting suspension is incubated at temperatures between 
15°C and 42°C, preferably between 25°C and 30°C, with optional agitation, and after a 
week of incubation, appropriate dilutions are planted on selective solid media plates such 
as those containing M8, agar noble, potassium nitrate (20 - 100 mM) and a source of C. 
After an incubation period ranging fi-om 24 hours to a week, the isolated colonies are 
purified and their capacity to grow at the expense of nitrates and/or nitrates is tested in a 
liquid medium. In Example 1 the isolation of bacteria capable of using nitrate as a N 
source is discussed, in particular that of the two strains of Klebsiella oxvtoca of this 
invention. 

1.2 Characterization of the isolated microorganisms. 

Following type analysis (API Test 20E, of Biomerieux, France, catalog reference 
no. 20.100) it was possible to verily that the isolated organisms capable of using nitrates 
and nitrites as a N source were bacteria belonging to the genus Klebsiella. Two of the 
most efficient isolated strains were Klebsiella oxvtoca clone- 15 and Klebsiella oxytoca 
clone AHl, which have been deposited in the Spanish Collection of Type Cultures 
(CECT) Valencia, Spain, on 15 June 1993 and 10 June 1994, as entry numbers CECT 
4460 and CECT 4500, respectively. 

The isolated bacteria have a bacillar shape and present no pigmentation when they 
are cultivated in minimal media plates or LB-rich media plates (Maniatis et al. Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, 1982). One of the 
isolated strains, Klebsiella oxvtoca clone-15 in type MS minimal media can use fiiictose, 
glucose, acetic acid, succinic acid and glycerol as a C source and ammonia, nitrate or 
nitrite as an N source, under aerobic and anaerobic conditions, whereas the other isolated 
strain, called Klebsiella oxvtoca clone AHl , can use nitrate and nitrite as a N source and 
ethylene glycol as a C source under aerobic conditions. 

The common taxonomic characteristics of the Klebsiella oxvtoca clone-15 and 
Klebsiella oxvtoca clone AHl strains are the following: 

1. Momholoeical Features 

Form: Bacillar 
Mobihty: Not mobile 
Spores: Do not form 
Gram Stain: Negative 

2. Culture Characteristics 

Culture in MacConkey media: Growth 

Placed on plates of agar nutrient: Growth 

Placed in an inclined tube of agar nutrient: Growth 

3. Phvsioloeical Features 

pH: 6.0 - 10.5 (for Klebsiella oxvtoca clone-15) 
6.0 - 8.0 (for Klebsiella oxvtoca clone AHl) 
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Temperature: 15X-42°C 
Behavior in O2: 

Both are facultative anaerobics, but the Klebsiella oxvtoca clone AHl 
strain uses only ethylene glycol as a C source in aerobiosis. 

p-galactosidase: Positive 
Argenine dehydrolase: Negative 
Lisine decarboxilase: Positive 
Omitine decarboxilase: Negative 
Utilization of citrate: Positive 
H2S production: Negative 
Urease: Positive 
Triptophan deaminase: Negative 
Indol production: Positive 
Gelatinase: Negative 

Fermentation/Oxidation of sugars: 

Glucose: Positive 
Manitol: Positive 
Inositol: Positive 
Sorbitol: Positive 
Rhamnose: Positive 
Saccharose: Positive 
Melibiose: Positive 
Amigdaline: Positive 
Arabinose: Positive 

Cytochrome oxidase: Negative 
NO2 production: Positive 
Reduction to N2 gas: Positive 

The Klebsiella oxvtoca clone-15 strain is capable of growing in the presence of 
high and low concentrations of nitrates and/or nitrites. A characteristic of this strain is 
the fact that it is capable of growing in the presence of relatively high concentrations of 
nitrates (up to 100 mM) which gives it a very unusual characteristic and constitutes a 
fundamental advantage for its application to the elimination of nitrates and/or nitrites 
present in effluents, wastewater and soils. 

On the other hand, the Klebsiella oxvtoca clone-AHl strain is capable of growing 
in the presence of high concentrations of nitrates, with concentrations on the order of 225 
mM in watertight systems which are very appropriate for the elimination of nitrates 
and/or nitrites present in effluents, wastewater and soils. 

Because the method of nitrate assimilation includes reduction from nitrate to 
nitrite and ammonia, among other reactions, the possibility that these isolated strains may 
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be capable of assimilating nitrites was studied, and it was observed that these stains are 
capable of using nitrites as a N source under aerobic and anaerobic conditions [Klebsiella 
oxvtoca clone-15] as described in Examples 2 to 19, and under aerobic conditions 
prifthsiella oxvtoca clone-AHl] as described in Examples 20 to 22. 

When isolated and purified, the colonies of bacteria capable of using nitrates 
and/or nitrites as a N source can be used to eliminate these compounds when they are 
present in effluents fi-om industrial plants, municipal wastewater and soils. 

2. Process of biological elimination of nitrates and/or nitrites. 

A primary appUcation of the bacteria in this invention is their use in a process of 
biological elimination of nitrates and/or nitrites contained in industrial effluent. This 
procedure includes the following steps. 

a) neutralization of the effluent to be treated; 

b) supplementing of nutrients necessary for the optimal functioning of the process; 

c) inoculation of the effluent to be treated with cultures of microorganisms capable of 
using nitrates and/or nitrites until they disappear; 

d) removal of microorganisms that can be re-used in a new effluent treatment cycle, if 
desired; and 

e) disposal of the purified water. 

As can be seen, the procedure begins with a step of neutralizing the effluent. The 
effluent that can be purified by means of this procedure can be effluents of any industrial 
process in which nitrates and/or nitrites are used or produced, such as efflueiits fi-om 
explosives fabrication plants. In addition, any type of water contaminated with nitrates 
and/or nitrites can be treated. 

In general, wastewater fi-om explosives fabrication plants are acidic waters that 
can be neutralized by adding any alkali, preferably a hydroxide, carbonate or bicarbonate 
of an alkali or alkali earth metal in order to cause this water to reach a pH between 6.0 
and 10.5 after neutralization. This pH interval is sufficient when the strain that is used is 
Klebsiella oxvtoca clone 15, whereas if the Klebsiella oxvtoca clone AHl is used it is 
more convenient to neutrahze the effluent and maintain the pH of same within an interval 
between 6.0 and 8.0, since this is its activation interval. 

Afterwards and after analysis of the neutralized effluent, necessary nutrients such 
as phosphate or any other nutrient or micro-nutrient that may be necessary for the optimal 
fimctioning of the process is added. As an example, suitable quantities of the A9 micro- 
nutrient solution whose composition is described in Abril et al, cited above, can be added 
along with appropriate quantities of Fe, Mg, Co and Mo (on the orda- of a micromole). 
In any case, the choice and quantity of nutrients and micro-nutrients to be added will be a 
fiinction of the composition of the effluent to be treated and of the microbiological 
demand. In addition, a C source suitable for the strain that will be used in the process, 
such as those mentioned above, is added. 
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Afterwards, the neutralized effluent is inoculated and duly supplemented with a 
culture of bacteria provided by this invention nciebsiella oxvtoca clone 15 or Klebsiella 
oxvtoca clone AHl). The bacterial concentration can be between 0.01 and 0. 1 absorption 
units at 660 nm per ml of culture, preferably around 0.03 absorption units at 660 nm per 
ml of culture. 

Incubation should be done at a temperature between 2(fC and 30" C with a 
contribution of up to 2 liters of air per liter of culture if the procedure is performed using 
Klebsiella oxvtoca clone AHl , whereas no air can be added or up to 2 Uters of air per 
liter of culture can be added if the procedure uses Klebsiella oxvtoca clone 15. During 
the course of incubation, the quantity of nitrate and nitrite present in the effluent or water 
to be purified is measured on a periodic basis with a nitrate specific electrode (for 
example, a nitrate electrode of the Crison type) and by means of an extremely sensible 
chemical' test for the detection of nitrite (Snell and Snell, Colorimetric Methods of 
Analysis, Vol. 3, pp. 804-805, Van Nostrand Co., hic. New York, 1949) respectively. 

Afterwards, the bacteria are removed by flocculation or any other methods that 
permits their re-use in a new process, if desired, and the purified water that can now be 
fi-eely disposed of is removed. 

This process can be done continuously or under airtight conditions also in large- 
dimension ponds or in fermenters. When it is done continuously, the flow and 
composition of the effluent at entry and exit should be adequately regulated as well as the 
concentration of bacterial culture and the addition of necessary nutrients and micro- 
nutrients. 

A second application of the bacteria in this invention consists of their use in a 
procedure for the biological elimination of nitrates and/or nitrites in surface soils 
contaminated with these compounds. This process includes the following steps: 

a) primary injection of a culture of microorganisms capable of using nitrates 
and/or nitrites; and 

b) successive injections of cultures of microorganisms cited above until the soil is 
fi-ee of nitrates and/or nitrites. 

The injection of microorganisms is done to reach high cellular densities in the 
soils, on the order of 10^ bacteria per cm^ of soil to facilitate the elimination of the 
contaminant. If necessary, phosphates and a carbon source that facilitates survival are 
added. 

Finally, a third application of the bacteria of this invention consists of their use in 
the elimination of nitrates and/or nitrites contained in wastewater following a process 
similar to that previously described for the elimination of nitrates and nitrites in industrial 
effluent. 
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The advantages derived from the procedures of biological elimination of nitrates 
and/or nitrites in this invention can be summarized as: 

1 . A high specificity in the elimination of nitrates and nitrites; 

2. A broad interval of concentrations of nitrate, nitrite or their mixtures, in 
particular the function at concentrations of: 

0.01 to 100 mM of nitrate and from 0.01 to 50 mM of nitrite or their 
mixtures, when the process is done using bacteria of the strain Klebsiella oxvtoca clone 
15, or of 

0.01 to 225 mM nitrate in airtight conditions and with supplementaton of 
up to 400 mM of nifrate continuously controlling the rate of supply when the procedure is 
done using bacteria of the strain Klebsiella oxvtoca clone AHl; and 

3. They have high versatiUty, since they can be used in situ to eliminate nitrates 
and/or nitrites contained in effluent from industrial plants, wastewater and soils. 

Some examples that serve to illustrate particular realizations of this invention are listed 
below. These examples should not be taken as limiting the scope of the invention. 

EXAMPLE 1. Isolation of the bacteria HClebsiella oxvtoca clone 15 and Klebsiella 
oxvtoca clone AHl). 

A 10 gram sample of a soil from the Paramo de Masa (Burgos) was suspended in 
a minimal culture media of type M8, in a ratio of 1 : 10 (per volume). Then KNO3 was 
added to the media to reach a concentration of 20 mM or 100 mM and three identical 
ahquots Were taken from the suspension. To the three aliquots, the following were added: 

SAMPLE GLYCEROL ETHYLENE GLYCOL FRUCTOSE 
(g/1) (gA) (g/1) 

I 5 -- 

n -- 5 

m -- 5 



Resulting suspensions I to IH were incubated at a temperature between 25''C and 
SO'C for a week, with optional agitation. Then, appropriate dilutions of these 
suspensions were planted on plates of selective solid media made up of M8 media, 1.5% 
agar noble (per volume) and 

20 mM KNO3 + 5 g/1 glycerol (sample I) 
100 mM KNO3 + 10 g/1 of glycerol (sample I) 
20 mM KNO3 + 5 g/1 ethylene glycol (sample II) 
100 mM KNO3 + 5 g/1 of ethylene glycol (sample II) 
20 mM KNO3 + 5 g/1 fructose (sample m) 
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100 mM KNO3 + 5 g/1 of jfructose (sample m) 

After an incubation period of 24 hours to a week, the isolated colonies were pxirified and 
their phenotype was verified by culturing them in the media indicated above. 

After analysis by API Kit 20E (Biomerieux) the isolated bacteria were classified 
as Klebsiella oxvtoca . The two most effective strains were called Klebsiella oxvtoca 
clone 15 and Klebsiella oxvtoca clone AHl, which present the characteristics mentioned 
above in the description. Individual cultures of these strains were deposited with the 
CECT on 15 June 1993 and 10 June 1994, with the entry numbers CECT 4460 and CECT 
4500 respectively. 

EXAMPLE 2. Use of nitrate as a N source under aerobic conditions. 
100 ml of M8 minimal media are supplemented with: 

- 250 fxl of A9 micro-nutrient solution; 

- 6 of iron citrate; 

- 100 nl of IM solution of MgS04; 

- 20 mM KNO3; and 
- 1 g of glycerol. 

The culture begins by adding a quantity of bacteria (Klebsiella oxvtoca clone 15) 
so that it reaches an initial turbidity of 0.03 units at 660 nm and is incubated at 30°C with 
agitation (150 rpm in an orbital incubator) and aerobiosis. After 24 hours of incubation, 
the turbidity of the culture at 660 mn is between 1 and 2 units and the nitrate 
concentration in the culture medium is undetectable by selective analysis of the 
supernatant with a nitrate electrode. The concentration of the C source is equally 
undetectable. 

EXAMPLE 3. Use of nitrate as a N source imder aerobic conditions. 

The procedure described in Example 2 was repeated using potassium nitrate at a 
concentration of 100 mM. The nitrate disappeared completely within a period of 48 
hours. 

EXAMPLE 4. Use of nitrate as a N source under aerobic conditions. 

The procedure described in Example 2 was repeated using water fi-om a factory 
such that the final concentration of HNO3 was 25 - 30 mM. The nitrate disappeared 
completely within a period of 24 hours. 

EXAMPLE 5. Use of nitrate as a N source under aerobic conditions. 
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The procedure described in Example 2 was repeated using water from a factory 
such that the final concentration of HNO3 was 75 - 100 mM. The nitrate disappeared 
completely within a period of 48 hours. 

EXAMPLE 6. Continuous use of nitrate as a N source under aerobic conditions 

The procedure described in Example 2 was repeated using a system of continuous 
addition of nitrate. The fermenter contained 1 10 ml of medium and the turbidity of the 
culture was on the order of 3 units at 660 mm. Factory water diluted to provide from 25 
to 30 mM of HNO3 was added in a flow of 1-20 ml/h. The volume of air was 0.5 
volumes/min. The nitrate in the overflowing media was undetectable. 

EXAMPLE 7. Use of nifrate as a N source. 

The procedure described in Example 4 was repeated using 2 liters of culture 
medium and the incubation was done in a fermenter. The operating conditions were the 
following: 

pH: 6.5 - 8.0. 

Temperature: 25"'C - BS^C. 
Stirring: 400 - 800 rpm. 
Air: 0.5 volumes/minute. 

The nitrate disappeared after 24 - 30 hours of culture. 

EXAMPLES. UseofnitrateasaNsourceinanaerobiosis. 

The procedure described in Example 2 was repeated under anaerobic conditions. 
The nitrate disappeared completely within 24 hours. 

EXAMPLE 9. Use of nitrate as a N source under anaerobic conditions. 

The procedure described in Example 8 was repeated using potassium nitrate in a 
concentration of 100 mM. The nitrate disappeared completely within a period of 48 
hours. 

EXAMPLE 10. Use of nitrate as a N source under anaerobic conditions. 

The procedure described in Example 8 was repeated using factory water to reach 
a HNO3 concentration of 25 - 30 mM. The nitrate disappeared completely within a 
period of 24 hours. 

EXAMPLE 11. Use of nitrate as a N source under anaerobic conditions. 

The procedure described in Example 8 was repeated using factory water to/each 
a HNO3 concentration of 75 - 100 mM. The nitrate disappeared completely within a 
period of 48 hours. 
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EXAMPLE 12. Continuous use of nitrate as a N source under anaerobic conditions. 

The procedure described in Example 6 was repeated except that no air was 
bubbled through. The fermenter contained 1 10 ml of medium and the turbidity of the 
culture was on the order of 1 unit at 660 mm. Diluted factory water that contained a 
concentration of 25 to 30 mM of HNO3 was added at a rate of 1-20 ml/h. The nitrate in 
the medium that was overflowing was undetectable. 

EXAMPLE 13. Use of nitrate as a N source. 

The procedure described in Example 4 was repeated using 2 liters of culture 
media and incubation took place in a fermenter. The operating conditions were the 
following: 

pH: 6.5 - 8.0 

Temperature: 25°C - 35°C 
Agitation: 400 - 800 rpm 
No air 

The nitrate disappeared after 24 - 30 hours of culture. 
EXAMPLE 14. Treatment of an actual effluent. 

An effluent from an explosives factory presented the following characteristics: 
Composition: 

Nitrates: 200 mg/ml. 
Sulfates: 1000 mg/ml 

pH: 2.0 

A volume of 1 liter of this effluent was neutralized with NaOH until reaching a 
pH of 7.0. 100 ml of this effluent was brought up to 1 liter with distilled water and 
nutrients and micro-nutrients of medium M8 were added using an appropriate C source, 
such as those mentioned in Example 1. 

Later the bacteria culture of the Klebsiella oxvtoca clone 15 was inoculated with 
an initial turbidity of 0.05 at 660 nm. The incubation conditions were the following: 

Agitation: 600 rpm in an orbital incubator 
Temperature: 25*'C 
Time: 24 hours 
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The evolution of the incubation was monitored by periodically measuring the 
nitrate content with a selective electrode, confirming that after 24 hours the nitrate had 
completely disappeared. 

EXAMPLE 15. Use of nitrite as a N source under aerobic conditions. 
100 ml of sterile minimal media M8 is supplemented with: 

- 250 |il of A9 micro-nutrient solution; 

- 6 jig of iron citrate; 

- 100 ^il of IM Mg SO4 solution; 

-2mMNaN02 

- 1 g of glycerol 

The culture begins by adding a quantity of bacteria (Klebsiella oxvtoca clone 15) 
so that it reaches an initial turbidity of 0.03 units at 660 nm and it is incubated at 30°C 
with agitation (150 rpm in an orbital incubator) and aerobiosis. After 24 hours of 
incubation, the turbidity of the 660 nm culture is between 0.5 and 1 unit and the 
concentration of nitrite in the culture medium is undetectable by chemical analysis of the 
supematants. The concentration of the carbon source is also undetectable. 

EXAMPLE 16. Use of nitrite as N source under aerobic conditions. 

The procedure described in Example 15 is repeated with a 10 mM concentration 
of sodium nitrite. The nitrite disappeared completely within a period of 48 hours. 

EXAMPLE 17. Use of nitrite as a N source under aerobic conditions. 

The procedure described in Example 15 was repeated using 2 liters of culture 
media and incubation conducted in a fermenter. The operating conditions were the 
following: 

pH: 6.5 - 8. 

Temperature: 25X - 35°C. 
Agitation: 400 - 800 rpm. 
Air: 0.5 volumes/minute. 

The nitrite disappeared after 24 - 30 hours of culture. 

EXAMPLE 18. Use of nitrite as a N source in anaerobiosis 

The procedure described in Example 15 was repeated under anaerobic conditions. 
The nitrite disappeared completely in a period of 24 hours. 

EXAMPLE 19. Use of nitrite as a N source under anaerobic conditions. 
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The procedure described in example 18 is repeated using a 10 mM concentration 
of sodium nitrite. The nitrite disappeared completely within a period of 48 hours. 

EXAMPLE 20. Use of nitrate as a N source under aerobic conditions. 

100 ml of the M8 minimal media is supplemented with 

- 250 nl of A9 micro-nutrient solution; 

- 6 ng of iron citrate; 

- 1 00 |xl of IM Mg SO4 solution; 

- 20 mM KNO3; and 

- 1 .0 g of ethylene glycol. 

The culture is begun by adding a quantity of bacteria HCIebsiella oxvtoca clone 
AHl) so that it reaches an initial turbidity of 0.03 units at 660 nm and is incubated at 
30°C with agitation (150 rpm in an orbital incubator) and aerobiosis. After 48 hours of 
incubation, the turbidity of the 660 nm culture is between 5 and 1 5 units and the 
concentration of nitrate in the culture medium is undetectable by selective analysis with a 
nitrate electrode in the supernatant. The concentration of the C source is equally 
undetectable. 

EXAMPLE 21. Use of nitrate as a N source under aerobic conditions. 

The procedure described in Example 20 was repeated using potassium nitrate at a 
concentration of 225 mN. The nitrate disappeared completely in a period of 48 hours. 

EXAMPLE 22. Continuous use of nitrate as a N source under aerobic conditions. 

The procedure described in Example 20 was repeated using a continuous system 
of nitrate addition. The fermenter contained 1 10 ml of medium and the turbidity of the 
culture was on the order of 3 units at 660 mm. Undiluted factory water suppUed from 200 
to 400 mM of HNO3 and it was added at a rate of 1 - 5 ml/h. The volume of air was 0.5 
volumes/minute. The nitrate in the medium that overflowed was undetectable. 

Having described the purpose of this invention, it is declared that the essence of 
this invention is stated in the following: 

CLAIMS 

1 . Klebsiella oxvtoca clone- 1 5, deposited at the CECT under the entry number CECT 
4460, characterized by the fact that it is capable of using nitrates and/or nitrites as a 
nitrogen source under aerobic and anaerobic conditions. 

2. K-lffhsiella oxvtoca clone AHl , deposited at the CECT under the entry number CECT 
4500, characterized by the fact that it is capable of using nitrates and/or nitrites as a 
nitrogen source and ethylene glycol as a source of carbon under aerobic conditions. 



15 



3. Procedure for the biological elimination of nitrates and nitrites contained in industrial 
effluent or water contaminated with these compounds, characterized by including the 
stages of: 

a) Neutrahzation of the effluent or the contaminated water to be treated; 

b) Addition of the nutrients necessary for the opthnal functioning of the 
procedure; 

c) Inoculation of the effluent or contaminated water to be treated with a culture of 
one of the microorganisms cited in Claims 1 or 2 until the disappearance of the nitrates 
and/or nitrites contained in this effluent or contaminated water. 

d) Removal of the organisms and disposal of the effluents and the purified water. 

4. Procedure under Claim 3, characterized by the fact that the effluent to be treated is an 
effluent from an explosives production factory or a factory that uses or produces nitrates 
and/or nitrites. 

5. Procedure under Claim 3, characterized by the fact that the effluent or the water to be 
treated is neutralized by the addition of an alkali until it reaches a pH between 6.0 and 
10.5, when bacteria of the strain Klebsiella oxvtoca clone-15 is used. 

6. Procedure under Claim 3, characterized by the fact that the effluent or the water to be 
treated is neutralized by the addition of an alkali xmtil it reaches a pH between 6.0 and 8.0 
when bacteria of the strain Klebsiella oxvtoca clone AHl is used. 

7. Procedure under Claim 3, characterized by the fact that withdrawn microorganisms 
can be reused in a new cycle of effluent or contaminated water treatment. 

8. Procedure for the biological elimmation of nitrates and or nitrites contained in surface 
soils contaminated with these compounds, characterized by the fact that it contains the 
stages of: 

a) Performing a primary injection with a culture of microorganisms in Claims 1 or 
2 in the soil to be treated; and 

b) Performing successive injections of these microorganisms until the soil is free 
of nitrates and/or nitrites. 

9. Procedure according to Claim 8, characterized by the fact that soil to be treated is 
injected with these microorganisms until they reach a density on the order of 10 
microorganisms per cm^ of soil. 



